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Patentanspruche 

1)1 Fur die polarographische Bestimmung einer geringen 
Konzentration einer Komponente in einer Testlosung 
geeignete Enzyme lekt rode mit einer Anode, einer Kathode, 
einer immobilisiertes Enzym enthaltenden Membran und 
einem Elek troly ten , gekennzeichnet durch eine ein immo- 
bilisiertes Enzym enthaltende Membran, die aus einer 
dichten Hautschicht und einer porosen Schicht besteht 
und in der das Enzym an der porosen Schicht der Mem- 
bran immobilisiert ist, wobei die Hautschicht selek- 
tive Permeabilitat fur Wassers tof f peroxid hat und die 
das immobilisierte Enzym enthaltene Membran so ange- 
ordnet ist, daB die Hautschicht der Anode zugewandt 
ist und die das immobilisierte Enzym enthaltende po- 
rose Schicht mit der Testlosung in Beruhrung ist. 
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2) Enzymelektrode nach Anspruch l,.dadurch gekennzeichnet 
dafi die Membran eine Dicke von 5 bis 50 yum und die 
Hautschicht eine Dicke von nicht mehr als 5 yum hat. 

3) Enzymelektrode nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet 
dafi das Enzym eine Oxidoreduktase ist, die mit dem 
Substrat unter Freisetzung von Wasserstof f peroxid 
reaktionsfahig ist oder Wassers toff peroxid zu ver- 
brauchen vermag. 

4) Ein immobilisiertes Enzym enthaltende Membran, die als 
Enzymelektrode fiir die polarographische Bestimmung 
einer geringen Konzentration einer Komponente in einer 
TestlSsung geeignet ist, gekennzeichnet durch eine 
dichte Hautschicht mit selektiver Permeabilitat fur 
Wasserstoffperoxid und eine porose Schicht, in der 
ein Enzym immobilisiert ist, wobei die Hautschicht 
einer Anode zugewandt und die das immobil isierte Enzym 
enthaltende porose Schicht so angeordnet ist, dafi sie 
mit der Testlosung in Beruhrung ist. 

5) Immobilisiertes Enzym enthaltende Membran nach An- 
spruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB die Membran eine 
Dicke von 5 bis SO ^m und die Hautschicht eine Dicke 
von nicht mehr als 5 ^m hat. 

6) Immobilisiertes Enzym enthaltende Membran nach An- 
spruch 4 und 5, dadurch gekennzeichnet, daB das Enzym 
eine Oxidoreduktase ist, die mit dem Substrat unter 
Freisetzung von Wasserstoffperoxid reaktionsf ahig ist 
oder Wasserstoffperoxid zu verbrauchen vermag. 
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Enzymelektrode und imraobilisiertes Enzym enthaltende 

Ilembran 

Die Erfindung betrifft eine polarographische Zelie, die 
die mit einer imraobilisiertes Enzym enthaltenden Mem- 
bran versehen ist, insbesondere eine Enzymelektrode zur 
Bestimmung von Waserstof f peroxid mit einer Anode, einer 
5 Kathode, einer immobilisiertes Enzym enthaltenden Mem- 

bran mit ganz spezieller Struktur und einem Elektro- 
lyten, wobei die das immobi 1 isierte Enzym enthaltende 
Membran so angeordnet ist, daB sie der Anode zugewandt 
ist. 

10 Es gibt allgemein angewendete Methoden zur selektiven 

Bestimmung einer sehr geringen Menge verschiedener 
Komponenten wie Glucose, Harnstoff, Harnsaure, Tri- 
glyceride, Phospholipide, Kreatinin, Aminosauren, 
Milchsaure, Xanthin, Chondroitin, Transaminase usw. f 

15 die in Korperf liissigkeiten , Korpergewebe , Nahrungs- 

mitteln o.dgl, enthalten sind. 

Enzyme weisen im allgemeinen Spezifitat gegenuber ihrem 
Substrat auf und wirken unter milden Bedingungen selek- 
tiv darauf ein , so daB sie vorteilhaft fur die Be- 

20 stimmung der vorstehend genannten Komponenten ohne Ver- 

wendung eines spezifischen Reagens sowie ohne jedes 
Problem hinsichtlich Umwel tverunreinigung verwendet 
werden . Andererseits weisen die Enzyme einige Nachteile 
auf: Sie sind chemisch und physikalisch instabil, und 

25 die Bes timmungsmethode ist sehr kompliziert. Zur Aus- 

schaltung der Nachteile wurde vorgesch 1 agen , das Enzym 
zu immobilisieren. Ferner wurde vorgeschlagen, die 
immobilisierten Enzyme in der Polarographie zu verwen- 
den, die fur die elektrochemische Bestimmung von Kom- 

30 ponenten, die in geringeir Menge in Unter suchungsproben 

enthalten sind, vorteilhaft ist (japanische Patentver- 
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of f entl ichung 28672/1972). H-ierzu wird eine Enzymelek- 
trode, die mit einer immobi lisiertes Enzym enthaltenden 
Membran versehen ist, mit einer zu analy s i erenden Losung 
in Berilhrung gebracht, wodurch das Enzym mit dem Sub- 
strat umqesetzt und eine mit einer Elektrode nachweis- 
bare Substanz, z.B. Wassers tof f peroxyd , gebildet wird. 
Diese gebildete nachweisbare Substanz wird mit einer 
Elek trodenzel 1 e bestimmt. In dieser Weise wird die in 
der Untersuchungs losung enthaltene Komponente polaro- 
graphisch analysiert. Wenn es sich bei der mit der 
Elektrode nachwoi sbaren Substanz urn Wasserstoff peroxyd 
handelt, wird das Wassers tof f peroxyd durch die Anode 
zerset:zt, wodurch ein elektriseher Strom, der der Was- 
serstoff peroxydmenge proportional ist, durch die polaro- 
graphische Zelle flieBt. Da der Wert des elektrischen 
Stroms der Menge der zu bestimmenden Komponente propor- 
tional ist, kann die Menge der Komponente berechnet 
werden. Bei der praktischen Durchfuhrung dieser Methode 
ist es jedoch erf orderlich , daB die in der Testlosung 
enthaltenen storenden Stoffe, die gegenuber der Polaro- 
graphie aktiv sind, vorher entfernt werden. Wenn bei- 
spielsweise Glucose, die im Blut enthalten ist, be- 
stimmt wird, miissen andere fur die Fol arographie ak- 
tive Komponenten, z.B. Harnsaure, Ascorbinsaure , Gluta- 
thion und Mercapt oes s iq saure , vorher entfernt werden. 
Urn diesen Fehler, der auf diese storenden Stoffe zu— 
ruckzufiihren ist, zu korrigieren, wurde vorgeschlagen , 
ein Mehrf achelek trodensystem zu verwenden , wodurch das 
auf die storenden Stoffe zuruckzuf iihrende Signal korri- 
giert wird (japanische Patentverof f entlichung 35360/ 
1970). Dieses System weist jedoch einen kompl izierten 
Elek trodenaufbau und eine komplizierte elektrische 
Schaltung auf und ist daher kostspielig und storungs- 
anfallig im Betrieb. Es wurde ferner vorgeschlagen, 
eine Laminatmembran aus einer Membran , die fur die zu 
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bestimmende Substanz selektiv durchlassig ist t einer 
immobi lis iertes Enzym enthaltenden Membran und einer 
Membran zur Entfernung von hochmolekularen Materia- 
lien, um niedrigmol eku 1 are storende Materialien zu 
eliminieren , zu verwenden (japanische Of f enlegungs- 
schrift (ungepriift) 55691/1977). Es ist jedoch schwie- 
rig und umstandlich, mehrere Membranen gleichmaBig und 
genau zu laminieren und zu verkleben. Hierzu sind 
komplizierte und anspruchsvol le Arbei tsverf ahren er- 
forderlich. Die Lamina tmembran hat ferner geringe 
Festigkeit und bricht leicht und schrumpft, so daB es 
schwieriq ist, sie an der Elektrode zu befestigen oder 
von der Elektrode abzunehmen. Es wurde ferner vorge- 
schlagen, eine porose Membran zu verwenden (japanische 
Of fenlegungsschrif t (ungepriift) 17889/1977). Wenn der 
Porendurchmesser der porosen Membran gerinq ist, weist 
sie gute selektive Permeabi 1 i ta t fiir die bestimmbare 
Substanz auf, jedoch wird der Kontakt zwischen Sub- 
strat und Enzym ungenugend , so daB ungenaue Ergebnisse 
der Bestimmung die Folge sind. V/enn dagegen die porose 
Membran einen groBen Porendurchmesser hat, wird die 
selektive Permeabi 1 i tat ungenugend, und die storenden 
Stoffe konnen ebenfalls hindurch treten , so dan eben- 
falls ungenaue Ergebnisse der Bestimmung erhalten 
werden . 

Es wurde nun gefunden, daB die vorstehend genannten 
Nachteile der bekannten Methoden und Apparate ausge- 
schaltet werden konnen, wenn eine besondere Membran 
verwendet wird, die eine ganz spezielle Struktur auf- 
weist, bei der eine Oberflache, diei der Elektrode 
zugewandt ist, glatt und eben und fiir Wassers tof f per- 
oxyd selektiv durchlassig, aber fur das Substrat und 
die storenden Stoffe undurch lass ig ist, und die andere 
Oberflache, die der Testlosung zugewandt und mit ihr in 
Beruhrung ist, rauh und poros ist, und bei der das 
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Enzym an der rauhen, porosen Oberflache der Membran 
immobi lis iert is t . 

Gegenstand der Erfindunq ist eine Enzymel ek trode , die 
mit einer immobi 1 isiertes Enzym enthaltenden Membran 
mit qanz spezieller Struktur versehen ist*. Die Erfin- 
dung ist ferner auf eine verbesserte, immobi 1 is iertes 
Enzym enthaltende Membran gerichtet, die fur die 
polarographische Analyse einer geringen Menge von Kom- 
ponenten geeiqnet ist. Die Erfindung umfaBt auBerdem 
eine Methode zur Bestimmung geringer Mengen von Kom- 
ponenten (lurch Nachweis von Wassers tof fperoxid , das 
durch die Reaktion eines Enzyms und des Substrats 
gebildet oder verbraucht wird, mit Hilfe einer polaro- 
graphischen Zelle mit einer Anode, einer Kathode, einer 
immobil isiertes Enzym enthaltenden Membran mit ganz 
spezieller Struktur und einem El ek troly ten , wobei die 
das immobilisierte Enzym enthaltende Membran so ange- 
ordnet ist, daB sie der Anode zugewandt ist. 

Die das immobilisierte Enzym enthaltende Membran gemaB 
der Erfindung hat eine ganz spezielle Struktur, bei der 
eine Oberflache, die der Elektrode zugewandt ist, 
dicht ist und eine glatte, ebene Haut bildet, die selek- 
tive Permeabi 1 i ta t aufweist und nur fur Wassers tof f- 
peroxid durchlassig ist, und bei der die andere Ober- 
flache poros ist, wobei das Enzym in den Poren der 
porosen Oberflache immobi lisiert ist. Die das immobi- 
lisierte Enzym enthaltende Oberflache steht mit der 
Testlosung in Beruhrung* Das Substrat dringt in die 
Poren ein und reagiert darin mit dem Enzym unter Bil- 
dung von Wassers tof f peroxid * 

Die das immobilisierte Enzym enthaltende Membran gernaB 
der Erfindung weist ausgezeichnete selektive Permeabili- 
tat auf und vermag das unerwlinschte Hindurch treten von 
niedriqmolekularen storenden Stoffen vollstandig zu 
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verhindern. Sie zeiqt ferner ausqezeichneten Kontakt 
des Knzyms und des Substrats, so dafi die Enzymelektrode , 
die mit der immobilisiertes Enzym enthaltenden Membran 
versehen ist, fur die genaue Bestimrnung gerinqer Konzen- 
5 trationen von Kompononten in Korperf 1 ussiqkeiten , 

Korpergewebe, Nahrungsmi tteln o.dgl. geeignet ist. Die 
das immobilisierte Enzym enthaltende Membran hat zahl- 
reiche weitere Vorteile: 

1) Sie weist hohe Festigkeit auf unci laBt sich leicht 
10 handhaben. 

2) Da sie aus einer Einzel schi ch t besteht (d.h. kein 
Laminat ist), ist sie gleichmaBig und eben und 
ermoglicht die Ermittlung genauer Bes timmung sdaten 
mit guter Reproduzierbarkei t . 

15 3) Sie kann mit geringen Kosten hergestellt werden. 

4) Auf Grund des guten Eindringens des Substrats kann 
die Messung in kurzer Zeit erfolgen. 

5) Es findet kein Durchschlag statt. 

Die das immobilisierte Enzym enthaltende Membran und 
20 die Enzymelektrode gemaB der Erfindunq werden nach- 

stehend ausfuhriich unter Bezugnahme auf die Abbildungen 
beschrieben • 

Fiq.l zeigt schernatiseh im Schnitt die das immobilisierte 
Enzym enthaltende Membran gemaB der Erfindung. Wie die 

25 Abbildung zeigt, weist diese Membran 1 eine der Elek- 

trode zugewandte Oberf lache 2, die eine dichte Haut 
bildet, und eine Oberf lache 3 auf, die der Testlosung 
zugewandt und rauh und poros ist. Das Enzym 4 ist auf 
der porosen Oberflache, insbesondere in den Poren der = 

30 porosen Oberf lache 3 immobil isiert • 

Fig ,2 zeigt schernatiseh als Querschnitt eine Enzym- 

9OS831/0B01 
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elektrode fur die Polarographie Diese Elektrode ist 
mit einer erf indut;gsgemaBen , immobi 1 isiertes Enzym 
enthaltenden Membran versehen. Hierbei ist 5 eine 
Anode, 6 eine Kathode, 7 ein isolierter Halter fur die 
Elektrod* und 8 ein Elektrolyt, d.h. eine Testlosung. 
toie Fig. 2 zeigt, ist die das immobi 1 isierte Enzym ent- 
haltende Membran 1 gemaB der Erfindung im Polaro- 
graphen so anneordnet, daB die Oberflache 2 der Elek- 
trode zugewandt und die porose Oberflache 3 mit der 
zu analysierenden Testlosung in Beruhrung ist. An der 
porosen Oberflache 3 reagiert das auf der porosen 
Oberflache immobi ] sierte Enzym 4 mit dem in der Test- 
losung enthaitenen Substrat unter Bildung einer durch 
die Elektrode nachweisbaren Substanz, namlich Wasser- 
stof f peroxid, und das hierbei gebildete Wasserstoff- 
peroxid durchdringt die das immobilisierte Enzym ent- 
haltende Membran 1 und wird an der Anode 5 zersetzt, 
wodurch die Menge des Wassers tof f peroxids polarogra- 
phisch bestimmt wird. Die Anode besteht gewohnlich aus 
Platin, kann jedoch auch aus Gold bestehen. Die Kathode 
besteht gewohnlich aus Silber, kann jedoch auch aus 
Silber-Silberchlorid bestehen. 

Die Membran wird aus hochmolekularen Verbindungen , d.h. 
Homopolymeren oder Copolymeren , beispielsweise Polyamiden 
Polyurethanen, Cel luloseacetat , Cellulose, Polyathylen- ; 
imin, Polyvinylalkohol, Polycarbonaten , Polymethyl- : 
methacrylat oder Polyacrylni tril , hergestellt. Bevorzugt- 
als hochmolekulare Verbindungen werden hydrophile ; 
hochmolekulare Verbindungen, z.B. Polyamide, Cellulose- l 
acetat und Polyvinylalkohol. j 

Die Membran mit der speziellen Struktur kann nach ver- 
schiedenen Verfahren hergestellt werden. Beispielsweise 
wird die als Ausgangsmater ial verwendete hochmolekulare 
Verbindung in einem Losungsmi ttel (z.B. Aceton) gelost, 

und die hierbei erhaltene Losung wird auf einer Grund- ' 

I 
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platte mit glatter Oberflache, beispielsweise einer 
Glasplatfce, Kuns ts toff platte oder Metal lplatte , zu 
einer dunnen Folie gegossen. Das Losungsmittel wird in 
kurzer Zeit verdampft, wobei auf der Grundplatte eine 
5 Hautschicht mit selektiver Permeabilitat gebildet wird. 
Die erhaltene Membran wird in ein Losungsmittel ge- 
taucht, in dem die hochmolekulare Verbindung schwer- 
loslich Oder wenig loslich ist. Hierdurch wird die in 
der Membran enthaltene, im Losungsmittel losliche 

10 hochmolekulare Verbindung entfernt und eine an die 

Hautschicht angrenzende porose Schicht gebildet (japa- 
nische Of f enlegunggschrif t (ungepruft) 94482/1976 und 
US-PSen 3 133 132 und 3 133 133)- Die Membran kann 
auch hergestellt werden, indem eine porose Membran mit 

15 durchgehenden Poren aus der als Ausgangsma ter ial die- 

nenden hochmol ekul aren Verbindung nach ublichen Ver- 
fahren, beispielsweise durch Elution, GieBen oder 
Recken, gebildet, eine Oberflache der hierbei erhal- 
tenen porosen Membran mit einem Losungsmittel , das die 

20 als Ausgangsmaterial dienende hochmolekulare Verbindung 

zu losen vermag , behandelt und hierdurch die Haut- 
schicht auf der Oberflache gebildet wird (japanische 
Of fenlegungsschrif t 69476/1977). Nach einem anderen 
Verfahren kann die Membran durch Bildung einer dunnen 

25 Schicht auf einer Oberflache einer porosen Membran 

hergestellt werden, indem die porose Membran einer 
Plasmapolymerisation in einem Inertgas unterworfen 
wird ( J.R.Hollaman und T.Wydeven in J. Appl .Polymer 
Sci. 21 (1977) 923 und japanische Patentverof f en t- 

30 lichung 32755/1977). Die Membran kann auch wie folgt 

hergestellt werden: Eine Membran aus einer hochmole- 
kularen Verbindung, die durch Recken keine feinen Risse 
bildet, wird auf einer Oberflache einer Membran aus 
einer hochmolekularen Verbindung, bei der durch Recken 

35 feine Risse gebildet werden, gebildet. AnschlieBend 
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wird die erhaltene zweisch ich t ige Membran gereckt, 
wodurch zahlreiche feine Risse in der letz tgenann ten 
Membran gebildet werden. (Japanische Of f enlegungs- 
schriften 119069/1976, 135974/1976 und 135975/1976)* 

Die Membran hat vorzugsweise eine Dicke von 5 bis 50 yjn 
insbesondere von lO bis 20 yjm. Die Hautschicht der 
Membran mit ausgezeichne ter selektiver Permeabili tat 
(undurchlassig fur das Substrat und durchlassig nur 
fur das Wasserstof f peroxid ) hat vorzugsweise eine Dicke 
von nicht mehr als etwa 5 yum, insbesondere nicht mehr 
als 1 yim. Besonders bevorzugt wird fiir die Hautschicht 
eine Dicke im Bereich von 0,5 bis lyum. 

Als Enzyme, die auf der porosen Oberflache der Membran 
zu immobilisieren sind, kommen verschiedene Oxidore- 
duktasen in Frage , die mit dem Substrat unter Frei- 
setzung von Wasserstof f peroxid reak tionsf ahig sind oder 
Wasserstof f peroxid durch eine enzymatische Reaktion 
zu verbrauchen vermogen, z.B. G lucoseoxidase , Galac- 
toseoxidase, Uricase, Cholesterinoxidase, Cholinoxi- 
dase, 1-Aminosaureoxidase, d-Aminosaureoxidase, Xan- 
thinoxidase , Al kohol oxidase , Aldehydoxidase , Milch- 
saureoxidase, Brenztraubensaureoxidase und Peroxidase. 
Geeignet sind auch Enzyme oder Coenzyme, die Wasserstoff 
peroxid durch eine enzymatische Reaktion nicht direkt 
freisetzen oder verbrauchen, sondern ein Substrat fur 
eine enzymatische Reaktion unter Bildung oder Verbrauch 
von Wassetstoff peroxid bilden, z.B. Lipase, Lipoprotein- 
lipase, Phospholipase, Choles terines terase , B-Galactosi- 
dase und Mutarotase. An S telle der Enzyme selbst konnen 
Mikroorganismen oder Organellen, die Enzyme enthalten, 
immobilisiert werden . 

Die Immobilisierung des Enzyms auf der Membran kann 
nach ublichen Verfahren erfolgen, Beispielsweise wird 
bei chemischen Bindungsverf ahren , z.B # beim Verfahren 
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der kovalenten Bindung, nach dent Ionenbindungsverf ahren 
oder Vernetzungsverf ahren , das Enzym an die in der 
die Membran bildenden Verbindung enthaltone Aminogruppe, 
Hydroxy Igruppe o.dgl. mit Hilfe eines Vernetzungs- 
5 mittels, beispielswei se Glutaraldehyd oder Hexamethy- 

lendiisocyanat , gebunden. Die Immobilisierung des 
Enzyms kann auch durch direkte Reaktion der im Enzym 
enthaltenen Carboxylgruppe unU einer Aminogruppe oder 
anderen in der die Membran biDdenden Substanz enthal- 

10 tenen reaktionsf ahigen Gruppe erfolgen. Das Enzym 

kann auch immobi lisiert werden , indem auerst die in der 
die Membran bildenden Substanz enthaltene Hydroxyl- 
gruppe durch Modif izierung mit einem Saureazid oder 
durch Imidocarbonisation oder Carbonisation aktiviert 

15 und dann das Enzym damit umgesetzt wird. Die Immobili- 

sierung des Enzyms kann auch nach einem pysika 1 isdhen 
Adsorptionsverf ahren erfolgen, bei dcm man beispiels— 
weise einen Trager (z.B» Kaolinit, Calciumphosphatgel , 
Starke oder Gluten) in die potose Oberflache der Mem- 

20 bran eindringen und dann das Enzym darin eindringen 

laBt oder indem man das Enzym direkt in die porose 
Oberflache eindringen laBt. Ferner kann das Eri2;ym 
immobilisiert werden, indem man die porose Oberflache 
der Membran von einem Gemisch eines Enzyms mit einer 

25 hochmolekularen Verbindung, die eine aktive Gruppe 

(z.B. Aminogruppe, Hydroxy Igruppe oder Carboxy Igruppe ) 
enthalt, z.B. Polyamide, Cellulose oder Polyacrylsaure , 1 
j durchdringen laBt und dann das Enzym mit einem Ver- 

netzungsmittel (z.B. Glutaraldehyd oder Hexamethylen- ! 

30 diisocyanat) vernetzt, oder indem man eine Enzymlosung j 

in die porose Oberflache der Membran eindringen laBt , 

und dann das Enzym mit dem vorstehend genannten Ver- | 

i 

netzungsmittel direkt mit der Membran vernetzt oder 
indem man ein Gemisch eines Enzyms und einer hochmole- 
35 kularen Verbindung, z.B. Protein oder Chitosan, in die 
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porose Oberflache der Membran eindringen laflt und das 
Gemisch dann durch Behandlung mit einem Alkali geliert. 

Die Immobilisierung des Enzyms kann gleichzeitig mit 
der Bildung der Membran Oder nach der Bildung der 
Membran erfolgen. Wenn gleichzeitig ein anderes Enzym 
Oder Coenzym verwendet wird, kann es in der zu analy- 
sierenden Testlosung gelost oder zusammen mit dem 
Hauptenzym an der Membran immobilisiert werden. 

Die das immobilisierte Enzym enthaltende Membran gemaB 
der Erfindung wird in die ubliche polarographische 
Zelle eingesetzt, die mit einer Platinanode, einer 
Kathode aus Si lber-Silberchlorid und Kaliumchlorid als 
Elektrolyt yersehen ist oder eine Platinanode, eine 
Silberkathode und Na tr iumace tat als Elektrolyt auf- 
weist. Andere polarographische Sellen konnen ebenf alls' 
verwendet werden. 

Die das immobilisierte Enzym enthaltende Membran gemaB 
der Erfindung weist ausgezeichnete selektive Permeabi- 
litat, Stabilltat und enzymatische Aktivitat auf. Die 
mit der das immobilisierte Enzym enthaltenden Membran 
versehene Enzymelektrode eignet sich somit zur Bestim- 
mung geringer Konzentrat ion-en von Komponenten, die im 
Blut, Urin, in Korpergeweben , Nahrungsmi t teln o.dgl. 
enthalten sind. Die Enzymelektrode ermogiicht die 
Bestimmung mit groBer Genauigkeit und niedrigen Kosten 
innerhalb sehr kurzer Zeit unter Verwendung einer ge- 
ringen Menge der zu un tersuchenden Probe. 

Die mit der das immobilsierte Enzym enthaltenden Membran! 
versehene Enzymelektrode gemaB der Erfindung eignet i 
sich ferner zur kontinuierl ichen Uberwachunq von Blut- i 
zuckerwerten. Wenn jedoch in diesem Pall die das immo- ! 
bilisierte Enzym enthaltende Membran langere Zeit mit j 
der Blutprobe in Beruhrung bleibt, haften gelegentlich [ 
einige Blutbes tandteile an der Membran, wodurch die 
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Leistung der Membran verschlech tert wird. Urn diese 
unerwlinschte Erscheinung zu vermeiden, wird die Ober- 
flache der das immobi lisierte Enzym enthaltenden Mem- 
bran vorzugsweise mit einer porosen Schutzmembran mit 
5 gerinnungshemmender Eigenschaft bedeckt. Diese porose 

Membran sollte ausgezeichnete Durchlassigkei t fur das 
Substrat aufweisen und hat vorzugsweise einen Poren- 
durchmesser von 0,01 bis 0,5 yjm . Sie wird aus ge- 
rinnungshemmenden Substanzen wie Polyurethan, Poly- 
10 amiden, Polyviny lalkohol , Cel iuloseacetat , Polycarbo- 

naten, Siliconen und Polyesfcern, die mit Heparin modi- 
fiziert sind, hergestellt. 

Die Erfindung wird durch die folgenden Beispieie weiter 
erlautert . 



15 Beispiel 1 

2 g Cel Iuloseacetat wurden in 50 ml eines Losungsmi ttel- 
gemisches aus 30 ml Aceton und 20 ml Cyclohexanon gelost. 
Das Gemisch wurde mit einer Rakel in Form eines Films 
einer Dicke von 300 ^jm auf eine Glasplatte aufgebracht. 

20 Das Produkt wurde 10 Minuten an der Luft stehen ge- 

lassen und dann in n-Hexan getaucht, urn das Losungs- 
mittel zu extrahieren. Nach dem Trocknen an der Luft 
wurde die in dieser Weise gebildete Folie von der Glas- 
platte abgestreift, wobei eine weiBe Membran einer 

25 Dicke von 13 ^jm erhalten wurde, Diese Membran wies eine 

dichte Hautschicht (1 ^im) und eine porose Schicht auf. 
Die Haut war fiir Was ser stof f peroxid leicht durchdring- 
bar, jedoch vollig undurchlassig fur Harnsaure, Ascor- i 
binsaure und Glucose. Dies wurde durch einen Membran- 

30 permeabilitatstest bestatigt. 1 

Getrennt hiervon wurden 25 mg Glucoseoxidase (50 IE/mg), 
50 mg eines porenbildenden Mittels und 75 mg Albumin 
in 8 ml 0,05-molarem Na tr iumacetatpuf f er (pH 5,1) ge- 
lost. Der Losung wurden 0,3 ml 25%ige wassrige Glutar- 
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aldehydlosung unter Bildung einer Enzymlosung zugesetz 

Die in dieser Weise erhaltene Enzymlosung lieB man in 
die porose Oberflache der in der beschriebenen Weise 
hergestellten Membran eindringen. Durch Stehenlassen 
der in dieser Weise behandelten Membran fiir 8 Stunden 
bei 5°C wurde das Enzym an der porosen Oberflache der 
Membran vollstandig immobilisiert . Die das immobili- 
sierte Enzym enthaltende Membran wurde mit Natrium- 
acetatpuffer gewaschen und an der Luft getrocknet. 

Die in der beschriebenen Weise hergestell te , immobili- 
siertes Enzym enthaltende Membran wurde an einer 
Clarke-Wasserstof f peroxidelek trode so befestigt, dafi 
die Hautschicht der Elektrode am Kopfteil der Elektrode 
zugewandt war und die porose Schicht, die das immobi- 
lisierte Enzym enthielt, sich an der der Elektrode 
abgewandten Seite be f and (d.h. mit der Testlosung in 
Beriihrung war), wie in Fig. 2 dargestellt. 

Die so gebildete Enzymelektrode wurde in eine Zelle 
getaucht, die 0,5 ml 0,05-molaren Phosphatpuf f er 
(pH 7,0) enthielt. Dem Puffer wurden unter Ruhren 
lO ^il einer Glucosestandardlosung (100 bis 700 mg/dl) 
mit einer Mikropipette zugesetzt. Mit Hilfe eines 
Polarographen (YSI, Typ 25, Oxidasemesser ) , der mit 
der Elektrode verbunden war, wurden der Strom, der 
auf das durch die enzymatische Reaktion gebildete 
Wasserstof fperoxid zuruckzuf uhren war, und die Veran- 
derung mit der Zeit gemessen. Der elektrische Strom 
erreichte nach 20 Sekunden einen konstanten Wert. In 
Fig. 3 ist die Eeziehung zwischen der Stromstarke beim 
Maximum, bevor ihr Wert konstant wurde (Ordinate), und 
der Konzentration der Glucosestandardlosung (Abszisse) 
dargestellt- Wie diese Abbildung zeigt, besteht eine 
gute geradlinige Beziehung zwischen der Glucosekonzen- 
tration und der Stromstarke, so daB es moglich ist, un- 

I 
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bekannfce Konzen trat ionen der Glucose zu bestimmen* 

Wenn 10 jjl einer Losung , die 100 mg Harnsaure/dl und 
100 mg Ascorbinsaure/dl enthielt, an S telle der 
Glucosestandardlosung in die Zelle gegeben wurde, wurde 
5 keine Reaktion an der Elektrode beobachtet. Dieser Test 

bestatigte, daB die gemafi diesem Beispiel hergestellte 
Enzymelektrode durch polarographisch aktive storende 
Stoffe nicht gehemmt wurde* 

Beispiel 2 

10 Unter Verwendunq der in Beispiel 1 beschriebenen 

Enzymelektrode wurden 10 yul einer Probe von mensch- 
lichem Blut an Stelle der Glucosestandardlosung in die 
Zelle gegeben • Die Glucosekonzentration im menschlichen 
Blut wurde auf die in Beispiel 1 beschriebene Weise 
15 gemessen. Auf der Grundlage der fur die Glucosestandard- 
losung auf genommenen Eichkurve wurde ein Blutzuckerwert 
der Testprobe von 175 mg/dl berechnet. 

Die gleiche Blutprobe (lO^jil) wurde einem Phosphatpuf f er 
(0,5 ml) zugesetzt, der Harnsaure (10 mg/dl) enthielt. 
20 Das Gemisch wurde in der gleichen Weise behandelt. Hier- 

bei wurde ein Blutzuckerwert von 172 mg/dl ermittelt. 
Dieses Ergebnis zeigt, daB die Harnsaure als storendes 
Material keinen EinfluB auf die Messung hatte. 

Beispiel 3 

25 5 Gew.-Teile Polyhydroxyathylmethacrylat , das durch Poly- 

merisation von Hydroxyathylnethacrylat in Benzol unter 
Verwendung von Benzoylperoxid als Initiator hergestellt 
worden war, 90 Gew.-Teile Methylathylketon und 5 Gew.— 
Teile Isopropy lalkohol wurden gemischt, wobei eine 

30 Polymerlosung gebildet wurde • Diese Polymerlosung 

wurde auf eine glatte Glasplatte in einer Dicke von 
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150 ^pm gerakelt. Nach dem Trocknen an der Luft bei 
Raumtemperatur fur 10 Minuten wurde das erhaltene 
Produkt in kaltes Wasser getaucht und die Folie von der 
Glasplatte abgestreift, wobei eine milchigweiBe , klare 
Membran mit unterschiedlichen Oberflachen und einer 
Dicke von 7,9 yum erhalten wurde. 

Eine wassrige Choi inoxidaselosung lieB man in die Poren 
der porosen Oberflache der in der beschriebenen Weise 
hergestellten asymmet ri schen Membran eindringen. Die 
behandelte Membran wurde an der Luft getrocknet und mit 
Kaliumphosphatpuf fer ( pH 7,5) gewaschen. Die wassrige 
Cholinoxidaselosung wurde durch Auflosen von lO mg 
Cholinoxidase (6,2 IE/mg), 20 mg Rinderserumalbumin 
und 0,05 ml einer 25%igen wassrigen Glutaraldehydlosung 
in 2 ml eines 0,05-molaren Kaliumphosphatpuf f ers 
(ph 7,5) hergestellt. 

Die die immobilisierte Cholinoxidase enthaltende Mem- 
bran wurde an einer Clarke-Wasserstof f peroxidelektrode 
mit einer Platinanode und einer Silberkathode auf die 
in Beispiel 1 beschriebene Weise angebracht. 

10 yjl menschliches Blutserum wurde zu 1 ml Kaliumphos- 
phatpuffer (ph 7,5) gegeben, der 0,5 mg Phospholipase D 
(6,5 IE/mg) enthielt. Das Gemisch wurde 10 Minuten bei 
37°C erhitzt, wodurch die im Blutserum enthaltenen 
Phospholipide unter Bildung von freiem Cholin hydroly- 
siert wurden. Das Gemisch wurde in die palarographische 
Zelle uberfuhrt, in der das durch die Oxidation des 
Cholins als Folge der enzymatischen Reaktion (37°C) 
mit der Enzymelek trode gebildete Wassers tof f peroxid 
polarographisch gemessen wurde. Auf der Grundlage einer 
vorher mit Choi inchlorid-S tandardlosung (1 bis 1000 mg/ 
dl) auf genommenen Eichkurve wurde die im zu unter- 
suchenden Blutserum enthaltene Menge der Phospholipide 
mit 281 mg/dl berechnet. Wenn das gleiche Blutserum 
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nach der ublichen Hoef lmayer-Fried-Me thode untersucht 
wurde, wurde ein Phospholipidgehal t von 285 mg/dl 
berechnet. Die beiden Werte stimmten gut uberein. 

Be is pie 1 4 

10 Gew.-Teile Polymetapheny lenisophthalamid (relative 
Viskositat ty rel > einer l%igen Losung in Dimethyl- 
formamid 1,47 bei 30°C), 85 Gew.-Teile Dimethy lacet- 
amid und 5 Gew.-Teile Li thiumchlorid wurden gemischt. 
Das Gemisch wurde in einer Dicke von 100 ^im auf eine 
glatte Glasplatte gerakelt. Die beschichtete Glas- 
platte wurde 2 Minuten im Warmeschrank bei 100°C in 
waagerechter Lage gehalten und dann in k'altes Wasser 
getaucht. Die hierbei gebildete Folie wurde von der 
Glasplatte abgestreift, wobei eine milchigweiGe , klare 
Membran mit un terschiedlichen Oberflachen und einer 
Dicke von 11,2 ^um erhalten wurde. 

In die Poren der porosen Oberflache der erhaltenen 
asymmetrischen Membran liefi man eine Enzymlosung ein- 
dringen. Die behandelte Membran wurde an der Luft ge- 
trocknet. Die Enzymlosung wurde durch Auflosen von 
20 mg Uricase (3,5 IE/mg) und 100 mg Chitosan in 5 g 
einer 2%igen wassrigen Essigsaurelosung hergestellt. 

Die die Uricase enthaltende Membran wurde in einen 

Boratpuffer (p'H 10) und dann in einen Boratpuffer 

( pH 9) getaucht, wodurch das Enzym immobilisiert wurde. 

Die die immobilisierte Uricase enthaltende Membran 
wurde an einer Clarke-Wasserstof f peroxidelektrode , die 
eine Platinanode und eine Silberkathode an ihrern Kopf- 
teil aufwies, auf die in Beispiel 1 beschriebene Weise 
angebracht. Die erhaltene Enzymelektrode wurde in eine 
Zelle getaucht, die 20 ml Boratpuffer ( pH 8,4) bei 35°C 
enthielt . 
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Menschliches Blutserum (1 ml) wu-rde mit einer Mikro- 
pipette unter Ruhren in die Zelle gegeben, in der das 
durch die enzyrnatische Reaktion gebildete Wasserstoff- 
peroxid polarographisch gemessen wurde. Auf der Grund- 
lage einer Eichkurve, die vorher fiir eine Harnsaure- 
standardlosung (1 bis 100 mg/dl) aufgenommen war, wurde 
die im zu un tersuchenden filutserum enthaltene Harnsaure 
menge mit 9,0 mg/dl berechnet. Wenn das gleiche Blut- 
serum durch direkte UV-Spek trophotometrie mit ublicher 
Uricase gemessen wurde, betrug der Gehalt an Harnsaure 
8,8 mg/dl. Die beiden Ergebnisse stimmten gut uberein. 

Beispiel 5 

5 Gew.-Teile sulfoniertes Poly pheny lenoxid (Sulfonie- 
rungsgrad 1,12 mg-Aquivalen t/ 1 g Polymerisat ) , 90 Gew.- 
Teile Chloroform und 5 Gew.-Teile Isopropy 1 a lkohol 
wurden gemischt. Die hierbei erhaltene Polymer losung 
wurde in einer Dicke von 150 ^jm auf eine glatte Glas- 
platte gerakelt. Nach dem Trocknen fur 3 Minuten an 
der Luft bei Raum temperatur wurde die beschichtete 
Platte in Methanol getaucht. Die hierbei gebildete 
Folie wurde von der Glasplatte abgestreift, wobei eine 
milchigweifie, klare Membran mit unterschiedlichen Ober- 
flachen und einer Dicke von 7,7 yum erhalten wurde. 

Glucoseoxidase wurde in der in Beispiel 1 beschriebenen 
Wdise an der in der beschriebenen Weise herges tell ten 
asymmetrischen Membran immobilisiert . Diese Membran 
wurde in der beschriebenen Weise an der Elektrode an- 
gebracht. Die bei dem in Beispiel 2 beschriebenen Ver- 
such verwendete Probe wurde analysiert. Hierbei wurde 
ein Blutzuckerwert von 173 mg/dl, der mit dem gemaG 
Beispiel 2 erhaltenen Ergebnis gut ubereins t imm te , 
ermittelt. 

i 
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Beispiel 6 

Polypropylen und Nylon 66 (Gewichtsverhal tnis 50:50) 
wurden geknetet. Aus dem Polymergemisch wurde eine 
30 yum dicke Folie durch Schmelzbeschichten hergestellt, 
5 Die Folie wurde durch uniaxiales Recken auf die zwei- 

fache Lange bei 130°C orientiert, wobei gleichzeitig 
Risse in der Folie gebildet wurden. Eine Oberflache der 
orientierten Folie wurde 10 Minuten der Einwirkung von 
dampf f ormigem n-Hexan bei 100° C ausgesetzt, mit Wasser 
10 gewaschen und an der Luft getrocknet, wobei eine Mem- 

bran mit verschiedenen Oberflachen und einer Dicke von 
20 yjm erhalten wurde, 

Uricase wurde an der erhaltenen asymmetrischen Membran 
in der in Beispiel 4 beschriebenen* Weise immobilisiert . 

15 Die das immobilisierte Enzym enthaltende Membran wurde 

in der beschriebenen Weise an einer Elektrode ange- 
bracht. Die gleiche Probe wie in Beispiel 4 wurde ana- 
lysiert. Hierbei wurde f estgestell t , daB das Blutserum 
8,5 mg/dl Harnsaure enthielt. Dieses Ergebnis stimmte 

20 mit dem gemafi Beispiel 4 erhaltenen Ergebnis gut iiberein. 

Beispiel 7 

5 Gew.-Teile Nylon 6 (relative Viskositat einer l^igen 

Losung in 96%iger Schwef el saure: 3,41 bei 30°C), 

90 Gew.-Teile Ameisensaure und 5 Gew.-Teile Lithium- 

25 chlorid wurden gemischt. Die erhaltene Polymerlosung 

wurde in einer Dicke von 150 ^jm auf eine saubere 
glatte Glasplatte gegossen. Nach Stehenlassen im Warme- 
schrank fur 5 Minuten bei 100°C in waagerechter Lage 
wurde die beschichtete Platte in kaltes Wasser ge- ' 

30 taucht. Die hierbei gebildete Folie wurde von der Glas- ' 

platte abgestreift, wobei eine milchigweiBe , klare 
Membran mit verschiedenen Oberflachen und einer Dicke 
von 8,7 yum erhalten wurde, j 
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Die porose Oberflache der erhaltenen Membran wurde 
durch Behandlung mit Dime thy 1 su 1 fat bei 100°C fur 
3 Minuten aktiviert, dann mit Methanol gewaschen und 
unter vermindertem Druck getrocknet. Die aktivierte 
Oberflache der Membran wurde 2 Stunden in eine 0,1- 
molare wassrige Lysinlosung (pH 9,5) getaucht und dann 
mit 0,5-molarer wassriger Natriumchloridlosung ge- 
waschen. AnschlieBend wurde die Membran mit 2,5%iger 
Glutaraldehydlosung in 0,1-molarem Natriumborat (pH 8,5 
behandelt, mit Methanol gewaschen und dann unter ver- 
mindertem Druck getrocknet. 

Auf die Membran, in die Aldehydgruppen eingefuhrt worde 
waren, wurde eine Losung von 6,25 mg Cholesterinoxidase 
(10 IE/mg) in 1 ml 0,05-molarem Phosphatpuf f er ( pH 7,0) 
gegossen. Nach 12-stundiger Reaktion bei 4°C wurde die 
Membran 5 Stunden bei Raumtemperatur gehalten und mit 
Phosphatpuf fer gewaschen, wobei eine immobilisiertes 
Enzym enthaltende Membran erhalten wurde. 

Die das immobiiisierte Enzym enthaltende Membran wurde 
an einer Wasserstoff peroxide: ktrode so angebracht, daB 
die Hautschicht der Membran der Elektrode zugewandt 
war. Die Enzymelektrode wurde in 350 ml eines 0,05-mo- 
laren Natriumacetatpuf f ers (pH 5,1) bei 37°C getaucht, 
Dem Puffer wurde menschliches Blut, das eine bekannte 
Menge freien Cholesterins (201 mg/dl) enthielt, zuge- 
setzt, worauf der Gehalt an freiem Cholesterin polaro- 
graphisch gemessen wurde. Die Messung ergab einen 
Gehalt an freiem Cholesterin von 197 mg/dl. 
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